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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Daniely Stachové

Metabolismus kryoprotektantii hmyzu: transkriptomicka analyza pomoci RT-
gPCR

PtedloZené diplomové prace se zaméfuje na studium metabolismu nizkomolekularnich

latek, které maji vyznam pro pfeZiti hmyzu nebo jeho vyvojovych stadii béhem
chladovych nebo dokonce mrazovych podminek.

Zpracovand literarni reSerSe je Ctivd, jeji text je logicky a strukturované stavén.
Nespravné psani zkraceného latinského jména studovaného organismu C. costata,
které je v textu uvedeno jako ,,C.Costata”, coZ lze povaZovat za formélni chybu, se
bohuzel se vyskytuje opakované na vice mistech prace. V praci uvedeny vycet
aktudlnich poznatki o diapauze a chladové odolnosti umoziiuje ¢tenafi zorientovat se
v biologické podstaté této problematiky. S ohledem na nazev a zaméfeni prace
v teoretické Casti postraddm poznatky z transkriptomickych studii na tomto nebo
fylogeneticky piibuznych organismech.

¢ Na str. 4. se piSe o hexamerickych proteinech jako energetické rezervé, miize
autorka vysvétlit, o jaké proteiny jde? Pfipadné i jejich nazvy, pokud jsou
znamy?

e Na str. 7 autorka zmifluje problematiku depolymerace proteinii za nizkych
teplot (-15 °C) ¢&i dokonce denaturaci jejich nativni struktury. Je tedy moZné
skladovat napfiklad enzymy v mrazédku pii -80°C v laboratofi? Dojde
k renaturaci proteinu po jeho rozmrazeni na laboratorni teplotu? U zminéného
faktu je také uvedena citace Privalov (1990), v kterych ¢&astech ¢lanku se
uvedena fakta nachézeji?
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e Na str. 16 dole se zmiiiuji maxima koncentrace latek, které larvy akumuluji,
napf. prolin 313 mmol/kg, glutamin 55 mmol/kg, pfi¢éemzZ udaje dosud nebyly
publikovany. Jsou tyto jednotky spravné? Je opravdu uvedené molamni
mnozZstvi na kilogram?

Navazujici kapitola 4. Materidl a metodika za¢ina podkapitolou 4.1. Metabolomicka
analyza. Tuto podkapitolu by bylo vhodnéjsi zafadit k literarnimu pfehledu véetné
vysledkt, které dle véty na str. 21 délal 3kolitel (,,AZ potud jsem postupovala ve své
prici pod pfimym dohledem Skolitele a nésledujici kroky (od odebirani vzorku
aklimovanych larev) jsem jiZ provedla sama.*). V druhém odstavci na strané 21 autorka
popisuje své vlastni vysledky vyhleddvani v databazich, aviak bioinformaticka analyza
(vyhledavani, pouZiti BLAST, kritéria apod.) neni v &asti metod popsany. V této formé,
jak je nyni kapitola zpracovéna, se do kapitoly 4. Materidl a metodika tematicky
nehodi, protoZe jde de facto o pfehled poznatki k dané problematice. V této kapitole
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méfeni genové exprese, tabulka je printscreenem z tabulkového editoru, chybi ji
kvalitni popis sloupci a méd nizké rozliSeni. Tab. II by se mnohem vice hodila
k postupu méfeni relativni exprese gendl.

e VTab I (str. 20) je vlevo v jakési ,legendé“ uvedeno: ,,metabolites LC/GC
peak area“, oviem na str. 19 se pi$e, Ze metabolomicka analyza byla provedena
pomoci ESI-MS se separaci na HILIC koloné&, o plynové chromatografii neni
v metodice ani zminka, miZe to studentka vysvétlit? Které metabolity byly
stanoveny LG a které GC separaéni metodou?

V dal8i navazujici kapitole 4.2. Laboratorni aklimace larev jsou uvedena dvé
schémata, ktera sice pomdhaji ¢tenafi zorientovat se v designu experimentu, nicméné
do diplomové prace by jisté bylo vhodnéjsi schémata piekreslit ve vhodném softwaru
nez vkladat fotografii pomémé jednoduchého naértu. Ruéni néaérty patii v dobé
po¢itaci do laboratorniho deniku nebo do jinych pracovnich poznamek.
Kapitola 4.3. Méfeni relativni ¢etnosti mRNA transkriptl obsahuje postup zpracovani
vzorki larev aZ po findlni méfeni relativni exprese. Tato ¢ast by méla byt napséna tak,
aby méfeni mohl kdokoliv zopakovat, proto bych zde mél nékolik dotazli a komentafi:
e Str. 24 bod 18: dle postupu by mélo zbyvat 50 uL po méfeni na NanoDropu,
oviem kde ma pracovnik toto mnozZstvi vzit, kdyZ byl pelet RNA rozpustén jen
ve 12 pL vody (viz bod 17) a po méfeni na NanoDropu by logicky mélo zbyvat
jen 10 uL? V témZe bodé se misto pismena ,,u pouZiva zjednodu$eny zapis
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pismeno ,,u”, které se vice hodi do pracovnich textli nez do finalni publikace,
kterou je i diplomova préce.

e Str. 24 bod 2 dole: Bylo smichano 5 uL vzorku, ktery by mél obsahovat 5 pg
tRNA, kde se v postupu izoluje transferova tRNA (tRNA je bézna zkratka pro
transferovou RNA v molekularni biologii), co se skryva pod zkratkou MM?
Pro¢ neni tato zkratka uvedena?

e Co je to DEPC voda a jaky je rozdil mezi DEPC vodou a sterilni vodou
pouzivanou pfi méfeni relativni exprese?

Dle bé&Zné pouzivaného znaceni chemikalii v kitech bych pfedpokladal, Ze MM 19x je
19x fedény Master mix, ovem zde se evidentné mysli premix pfipraveny pro 19
reakci, doporuéuju pouzivat jiné znaceni, takovéto je matouci a miize vést k chybam.

e Na str. 26 se piSe: ,,Béhem reverzni transkripce byla ziskdna mRNA (z celkové

RNA, tedy tRNA) pomoci Oligo(dT) 23 anchored primer. mRNA byla soucasné
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polymerazu.“ MuzZe autorka vysvétlit pojmy mRNA, tRNA, vyznam primertl
pouzivanych pfi reverzni transkripci, princip piepisu RNA do cDNA a vyznam
primert pfi polymerazové fetézové reakci?

¢ Na str. 28 je uveden cyklus pro gPCR, dle zapsaného formatu probéhl jen jeden
cyklus qPCR, obvykle se pouziva 35 — 40 cykld, kolik cykld se provedlo zde a
které diléi &asti cyklu byly periodicky opakovany?

Dile v textu prace navazuje kapitola 5. Vysledky

o Experimentalni ¢ast obsahuje vysledky sledovani exprese 15 gent zdjmu, aviak
ve tfetim odstavei (str. 29) se piSe, Ze ,jsme pracovali s velkym mnoZstvim
ruznych sekvenci (fadové stovky...),” rad bych se tedy zeptal, pro¢ nejsou v praci
uvedeny i vysledky pro ostatni geny? Na zakladé ¢eho byla stanovena arbitratni
uéinnost primerti na 1,85? Pro¢ ne tieba 1,9 nebo 2,0?

e Daéle je uvedena rovnice vypoltu relativni exprese, jak se v8ak do vypoltu
zahrnulo vice referenénich gend? Uvedeny vzorec je jen pro jeden referenéni gen,
v préci viak byly pouZity 4 referencni geny.

e Pro kazdou RT-qPCR reakci bylo pouZito 5 mg RNA...(str. 29 dole), je toto
mnoZstvi ur€ité ve spravnych jednotkach? BéZné pouZivané protokoly si vystaci
fadové s jednotkami ug RNA.

Dale jsou v praci uvedeny vysledky relativni exprese studovanych genti, oviem tabulky a
grafy jsou opét kopirovéany z tabulkového editoru bez jakékoliv dal3i Gpravy, tabulky jsou
velmi Spatné Citelné a zarovei jsou spise kopii z laboratorniho deniku neZ zpracovanymi
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vysledky pro diplomovou praci. Autorka uvadi, Ze pouZivala 4 referenéni geny
(housekeeping geny ¢i provozni geny), tabulka tyto data viibec neobsahuje, hodnoty CT1
a CT2 pro referenc¢ni geny obsahuji v jednom fadku stejna &isla — jaké to ma vysvétleni?
Jaky vyznam mé sloupec Initial value? K ¢emu slouZi niZe uvedeny sloupcovy graf? Pro¢
nejsou popsany osy X a y na sloupcovém grafu? Jakd ma smysl poéitat primér ze sloupce
CT1 a CT2 pro geny zdjmu a pro referenéni geny? Pro¢ nejsou &isla v tabulce zarovnana
na stejny pocet desetinnych mist? Co znamenaji sloupce pro ,,normalized results”, k ¢emu
byly tyto vysledky normalizoviny? Popis pod tabulkou a grafem je také ponékud vagni:
~tabulka a graf s vysledky pro XXX, napf. str. 30, 32 atd.).

Na navazujici strané (napf. 31, 33, 35 atd.) jsou vysledky v tabulce, kterd nemé popis
kromé ,,copy for heat map"™ — k éemu ta tabulka je? Jak souvisi s grafy niZe? Pro¢ jsou
Cisla v tabulce na 10 desetinnych mist? Popis grafil, resp. vystup z PCR cykléru také
nejsou vhodné popsany: hodnoty ddct viibec nejsou z horniho grafu patrné a tento graf je
prakticky zbyte¢né uvadét ve zpracovanych vysledcich, nebot pfesné hodnoty jsou

uvedeny v diivejsi tabulce, takZe jde o opakovani téhoZ vysledku. UZiteény vystup je
z ,melting kfivek"™, ovéem bez dal$iho komentéfe, snad jen, Ze pik s teplotou téni, napf.
80,5 °C (str. 31) — co tento vysledek znamena v praxi? Jak je mozZné, Ze u viech genii vysel
stejny vysledek, tj. 80,5 °C?

Na str. 60 je hned na zacatku uveden Obr. 35, aviak jde o tabulku, navic v popisu se pise,
Ze v tabulce jsou primérné ddct hodnoty pro studované geny, &isla v tabulce vSak témto
hodnotam neodpovidaji. Co tedy hodnoty v tabulce ukazuji?

V navazujicim Obr. 36 (Iépe Feceno viak tabulce) je uveden vy&et metaboliti s &isly, ktera
vilbec nejsou vysvétlena, neni jasné, co Cisla znamenaji, také neni vysvétleno vyneseni
jako log2-fold vpravo na obrazku — co to znamena? K ¢emu se vysledek vztahuje?

Na str. 61 je v tabulce 37 (autorkou oznaceny za Obr. 37) nahofe uvedena totoZna tabulka
jako na obr. 36, jde o duplicitni tabulky; niZe uvedena tabulka na obr. 37 v8ak neni jasné
popséna a je pro &tenéfe neuchopitelna.

Na str. 62 se v popisu Obr. 38 piSe, Ze schéma bylo vytvofeno na zékladé dat z relativnich
Eetnosti. O jakd data se jednd — v jakych tabulkdch je miZe &tendf nalézt? Jak se data
z expresi proménila ve schéma, které je totoZné se schématem na str. 19? Co znamenaji
barevné odliSené Sipky se &tendf dozvi aZ z obr. 40 na dalsi strané. Pro¢ nejsou porovnéna
i dalsi vyvojova stadia v podobnych schématech? Zde je nejspiSe jen SD10 vs. SD3 a
SDA10 vs. SD3.

V celkovém souhmu lze hodnotit, Ze studentka provedla ucelenou studii genové
transkripce na zvoleném modelu, pfislusné vysledky vSak nejsou Fadné popsany,

vyhodnoceny ani komentovany. Navrhuji, aby hodnotici komise zvazila na zakladé
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predlozené prace a samotné obhajoby poZadovat po autorce piepracovani experimentalni
&asti véetné presného a formalné spravného popisu metod i vysledkové Casti s grafy a
tabulkami ve formé errata tak, aby vysledky byly v piehledné, formalné spravné a
strukturované formé.
Praci doporuuji k obhajobé.
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